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低血容量性休克大鼠缺氧诱导因子 1 的 

表达及其在血管低反应性发生中的作用 

张瑗 刘 良明 

【摘要】 目的 观察低血容量性休克大鼠肠系膜上动脉(SMA)血管组织中缺氧诱导因子 l 

(H1F—l ot)的表达情况 及其 与血管低反应性发生 的关系 。 方法 将 ll2只 SD大鼠建立低血 容量性 

休克模 型后分为休 克组(56只 )、给药组 (56只 ，于建立休克模型前 4 h在 大鼠腹腔 内注射 9 tzg／kg寡 

霉素 )。于伤后 0．0(10～l5 min)、0．5、1．0、2．0、3．0、4．0、6．0 h，采大鼠动脉血后处死大鼠取 SMA，每 

组 每时相点 8只。采用离体 管环张力测定技术测定血 管环对梯度 浓度去 甲肾上腺 素(NE)的收缩 

力；逆转录一聚合酶链反应(RT PCR)半定量分析法检测 SMA血管组织中 H1F—ld、诱导型一氧化氮合 

酶 (iNOS)、血红素氧合酶 1(HO一1)mRNA的表达 水平 ；连二亚 硫酸钠还 原法 和硝酸还原 酶法分别 测 

定其全血一 氧化碳 (CO)浓度 和血浆一 氧化氮 (NO)含量。另取 8只大 鼠作为正常对照组 ，不作处理 ， 

留取标本检测以上指标 、 结果 与正常对照组比较 ，休克组大鼠伤后早期(0．0～1．0 h)血管反应 

性增高 ，伤后 0．5 h达峰值 ，血管环对 NE的最 大收缩反应 (Emax)增 大 ，NE的 50％最大效应的负对数 

克分子浓度(pD，)减小；伤后0．5～1．0 h Emax值均高于正常对照组(P<0．01)；休克中、后期，血管 

反应性 进行性 下降 ，Emax减小 、pD 增大 ，伤后 4．0 h Emax低 于正常对 照组 (P <0．01)。给药组 伤 

后早期(0．0～1．0 h)血管反应性增高部分受抑制(P <0．05)，伤后 0．5 h Emax值为(2．0l±0．22) 

g／mg，明 显低 丁休克组[(2．96±0．1 8)g／mg，P <0．05]。休 克晚期给药组 血管反应性轻 度回升 ，与 

休 克组 伤后 4．0、6．0 h比较 ，差异有统计学 意义(P <0．05或 0．01)。与 正常对照 组 比较 ，休克组 伤 

后 H1F 1 d mRNA的表达 稳步增高 ，伤后 4．0 h达峰值 (P <0．01)；iNOS、HO—l mRNA表达水平 亦 

逐 渐增 高，分刖于伤后 2．0、4．0 h达峰值 (P <0．01)。与正常 对照组 比较 ，休克组 随着 病情 的发 展 

全血 CO浓度 和m浆 NO含量呈逐 渐升 高的趋势 。与休克组相 比，给药组全血 CO浓 度基本稳定在 正 

常范同内， 浆 NO含量 也明显降低。 结论 低血容量性休克可引起血管反应性的双相变化。 

H1F—ln存 管低反应性 的形成中发 挥了重要作用 。 
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【Abstract】 Objective To investigate the changes in the expression of HIF一1 d in rat superior mesen— 
teric artory(SMA)tissue after hypovolemic shock(HS)。and its relationship with the pathogenesis of vascu— 

lar hyporeactivity． Methods One hundred and twelve SD rats were used in the study，and they were ran— 

domly divided into HS group(n=56)and treatment group(n=56，with intraperitoneal injection of 9 g／kg 

oligomycin 4 h before the experiment)．Arterial blood of the rats in each group were harvested at 0．0，0．5， 

1．0，2．0，3．0，4．0，6．0 post—injury hour(P1H)，respectively，with 8 rats at each time—points．Then the rats 

were sacrificed and superior mensenteric arteries(SMA)were harvested．Other 8 rats without any treatment 

served as normal controls．The changes in mRNA expression of HIF一1Ⅱ．inducible nitric oxide synthase(iNOS) 

and hameoxygenase 1(HO一1)were determined with RT—PCR．The contraction of vascular ring of SMA to 

gradient concentration of norepinephrine(N E)was measured with ex vitro vascular ring tension determina— 
tion method．The plasma content of carbon monoxide and nitric oxide were measured with sodium dithionite 

reduction method and nitrate reductase method，respectively． Results Compared with normal controls， 
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Vascular reactivity of SMA in HS group increased compensatorily during early stage of HS(0．0～1．0 h)， 

and peaked at 0．5h．The pD2(一log[NE])of NE decreased，but the maximal contraction(Emax)was a— 

bore the normal1evel during 0．0～1．0 PIH(P <0．01)．During the middle and late shock stage．the vas— 

cular reactivity decreased gradually．The Emax decreased．pD，increased．and the Emax was below the nor— 

mal level at 4．0 PIH (P <0．01)．The increase of vascular reactivity in treatment group was partially inhib— 

ited during early stage after injury(P <0．01)．The Emax was(2．0l±0．22)g／mg at 0．5PIH，which was 

obviously lower than that in HS group[(2．96±0．1 8)g／mg，P <0．05]．In decompensated period of HS， 
the vascular reactivity was improved mildly ．which exhibited obvious difference compared with that in HS 

group at 4．0 and 6．0 PIH(P <0．05 or P <0．01)．HIF一1ot mRNA expression in HS group exhibited a time— 

dependent increase fol!owing HS，and peaked at 4．0 PIH(P<0．01)，and the iNOS and HO一1 mRNA expres— 

sion were also gradually increased，reaching the peak value at 2．0 and 4．0 PIH，respectively(P <0．01)． 

The plasma content of CO and NO in whole blood were gradually increased following the shock process when 

compared with those in normal control group，while the CO content in whole blood in treatment group main— 

tained norma1．and the plasma content of NO was obviously decreased compared with that in control group． 

Conclusion HS can elicit a dual—phase change in vascular reactivity as previously described．HIF一1 ot plays an 

important role in the occurrence of vascular hyporeactivity following HS． 

【Key words】 Shock； Hypoxia—inducible factor 1 ot； Vascular reactivity 

研究表 明，严 重创伤 、休 克患者在经 历缺血缺 

氧 、再灌注损伤以及肠道菌群移位 、内毒素释放等的 

“多重打击”后 ，常常在失代偿期出现不可逆的组织 

脏器损伤。究其原因 ，创伤后失控性炎性反应 占有 

重要地位 。休克后血管反应性降低 ，导致血压不 

能有效提升 、组织灌注难以改善 ，愈加受到人们的重 

视 。缺 氧诱 导 因子 1 (hypoxia inducible factor 

1 ，HIF．1 )调节着细胞对低氧的适应性反应 ，是迄 

今为止发现的惟一在缺氧状态下发挥特异性活性的 

调节分子。HIF．1 调节着休克后 系统炎性反 应的 

级联放大效应 的发生 ，与组织损伤、功能障碍密切相 

关 ，但关于其与血管反应性 的关系鲜见报道。本研 

究 旨在探讨 HIF．1 在低血容量性休克后血管低反 

应性形成中的作用。 

材料与方法 

一

、主要试剂及仪器 

RNA保存液 (荷兰 Qiagen公 司)，RNA抽提 试 

剂 Tripure(美 国 Roche公司)，逆转录-聚合酶链反应 

(RT—PCR)试剂盒(大连宝生物工程有 限公司)，一 

氧化氮(NO)检测试剂盒(深圳晶美生物工程有限公 

司)，寡霉素 (Oligomycin，美 国 Sigma公司)，紫外分 

光光度计 (美 国 Beckman公 司)，PTC200型 PCR仪 

(美国 MJ公 司)，VDS-CL凝胶成像系统 (美国 Amer- 

sham公司)，恒温离体器官灌流浴槽 (西班牙 Letica 

公司)。 

二、动物模型及分组 

清洁级 SD大鼠(第三军医大学大坪医院野战外 

科研究所 动物 中心)120只，雌雄不拘 ，体重 (230± 

30)g。其中 112只分为休克组和给药组。两组大鼠 

实验前 12 h均禁食 ，可 自由饮水。实验 当 日用戊 巴 

比妥钠 (30 mg／kg)腹腔注射麻 醉大 鼠后 ，右侧股动 

脉插管并连接血压计 ，肝素抗凝 ，稳定 10 min后开 

始放血，使平均动脉压 (MAP)于 10～15 min内平稳 

降至 40 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)。于伤后0．0 

(即伤后 10～15 min)、0．5、1．0、2．0、3．0、4．0、6．0 h 

留取动脉血并处死两组大鼠，在无菌条件下取 大鼠 

肠系膜上 动脉(SMA)主干 ，清除周 围结缔组织，制成 

2～3 mm长 的血 管环待测。每组 每时相点 8只大 

鼠。给药组大鼠实验前 4 h参 照文献 [3]经腹腔注 

射寡霉素(9 Ixg／kg)，其余处理同休克组。另取8只 

大鼠作为正常对照组 ，不处理，留取 以上标本待测。 

三、检测指标 

1．血管反应性 测定 ：采用离体血管环张力测定 

技术测定 所 取血 管 环对 梯 度 浓度 去 甲肾上 腺 素 

(NE)的收缩力 ，以 NE的 50％最大效应的负对数克 

分子浓 度 (pD，)和血 管环对 NE的最 大 收缩反 应 

(Emax)评价血管反应性 。 

2．SMA血 管组 织 中 HIF一1 、血红 素氧合 酶 1 

(HO-1)以及诱导型一氧化氮合酶 (iNOS)mRNA表 

达水平 的检测 ：采用 RT—PCR半定量法。RNA抽提 

试剂 Tripure提取总 RNA后 ，紫外分光光度计测 定 

RNA纯度及浓度 ，在波长 260、280 nm下分别检测吸 

光度 (A)值 ，要求 ： 。 ：A： 。 比值为 1．7～2．0。 

逆转录前 RNA统一定量为 1．0 Ixg。HIF-1 、iNOS、 

HO-1引物依据软件 Oligo 6．0设计而成 ，由上海生 

工生 物工 程有 限公 司合 成。HIF-1 (498 bp)：上 

游5 ．GGTGCTAACAGATGATGGTGAC一3 ，下 游5 ． 

GGCTCATAACCCATCAACTCAG-3 ；iNOS(3 1 4 bp)： 

上游5 ．AGCATCCCAAGATACGAGTG-3 ，下游5 ． 

GGACCAGCCAAATCCAGT-3 ；HO一1(258 bp)：上游 

5 ．GGTCCTGAAGAAGATTGCG．3 ，下游5 ．GAGG。 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



G (̂： Tt (．TTT( 3。 l坨R反应 条件 ：退火温度 

分别为 56 o 55．5、54 O ，瓶 环 30～34趺 同时 
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为标准 {平价结果 

3．采崩连二砸疣睦钠还原法 测定太 鼠仓 血一 

氰化碳(CO)含过 

4．硝 酸还原酶法榆删大 鼠 L浆 NO浓度 。操 l忤 

按试刮禽酏叫拈进行 

四 、统计学处理 

数据 川 i± 表 永，采用 SI’SS 10．0统计软 件处 

理．组 内 n豺埘 手̈ 对实验 数据应用 检̂ 验 组 

I；q比较采 』̂‘ 分析 

结 果 

I 血管反应 『主的变化规律 ：(I)与正常 对照组 比 

较 ，休 克组fjj后早期(0 0～I．0 ḧ 虹管 反应性增高 

伤后 0 5 h达 峰 值 表 现 为剂量一效 应 曲线 左 移． 

Emax增大 lI [) 减小 伤后 0 5～l 0 h Emax值均 

高 r正常引麒组l P<0．01)．至休克 【1 后期．山 

管反应性进行 下降 ，剂量-敞 直曲线有移 ．Emax减 

小 、F,D 增大 ．协后 4 0 h Emax低于正常 蚶照组 水平 

(P <0．01) l 2)‘ 休克组 比较，绪药纽 fjj后早 期 

f 0．O～J 0 h)l帆管反应性升高部分受抑制(P< 

(】05)，伤后 0．5 h Emax低下休 克组 (P <0 05) 

至休 克晚 期 m管反 应性 轻 度 回升 ，与 休克 组 伤 后 

4．0、6．0 h比较 ．差异有 统计学 意 l芷(P <0 05或 

0．0I) 表 I． 

2．}{lF—I n iNOS、}10．1 tuRNA的袁达水平：与正 

常对照组比较、休克组伤后HIF一1ⅡmRNA的表达呈 

稳步增高，伤后4 0 h达峰值(P <0．0I]。iNOS 

HO一1 mR A亦 逐渐增高的趋势．分别于伤l后2．0、 
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表 2 各组大鼠全血 CO浓度和血浆 NO含量的变化(x± ) 

注：伤后 0．0 h为伤后 1O一15 min；正 常对照组 8只大鼠，c0值为 0．026 8±0．000 8，NO值 为(21．6±0．8)ixmol／L；休克组 与给药组大 鼠 

各 56只；与正常对照组 比较 ， P <0．05，#P <0．01；与休克组 比较 ．△ P <0．05，☆ P <0．01 

讨 论 

研究表明，血管低 反应性 的发生原因与肾上腺 

素能受体失敏 、血管平滑肌细胞膜超极化 、钙失敏等 

综合效应有关。。 。HIF一1 是调节 细胞对低 氧的适 

应性反应的关键细胞因子，功能涉及能量代谢 、细胞 

增殖及血管形成 、重 塑与收缩等 多方 面。HIF是 由 

和 B组 成的异源二 聚体 ，两者均属于 bHLH—PAS 

(basic Helix·Loop—Helix—Per／ARNT／Ahr／Sim)家族蛋 

白，其中 HIF一1 水平主要依赖于细胞间的氧供 ，是 

专一受氧调节的 HIF一1亚单位 ，决定 了 HIF一1的活 

性。HIF一1 B又称芳香受体核转运子 ，与 HIF．1的二 

聚化及活化有关，在细胞核内恒定表达。HIF一1 的 

代谢通过脯氨酸羟化酶 (prolyl hydroxylase，PHD)使 

位于其蛋白羧基末端 402和 564位的脯氨酸残端羟 

基化而实现 。 

寡霉素为大环 内酯类药物衍 生物 ，前期研究认 

为其作用实质为特异性结合于线粒体 FOF1．腺苷三 

磷酸(ATP)合酶的寡霉 素敏感蛋 白(oligomycin sen． 

sitive conferring protein，OSCP)，可阻断电子传递 ，引 

起细胞能量障碍。Gong等 利用寡霉 素处理缺氧 

的 Hep3B细胞，可见增 强的 HIF．1 蛋 白表达完全 

被抑制。同时还观察到 ，寡霉素可特 异性提高 PHD 

活性 ，加速细胞内 HIF·1 的降解 ，阻止 HIF．1 蛋 白 

蓄积向核 内传递信号，使相应基 因的转录水平下降。 

本实验结果显示 ，低 血容量性休克可引起血管 

反应性的双相变化 ，即早期代偿性增高 ，晚期进行性 

下降。低血容量性休克可引起 HIF一1 及其下游关 

键 酶分 子iNOS、HO．1 mRNA的表 达增加 ，血浆 NO 

含量和全血 CO浓度上升。寡霉素处理后血管反应 

性呈相似的双相变化 ，但变化幅度显著降低 ；同时 

血浆 NO含 量和 全血 CO浓度 亦部 分 降低。提 示 

HIF一1 在血管低反应性 的形成 中发挥 了重要的调 

节作用，休克早期 HIF．1 水平代偿性增加，其轻度 

表达有利于血管反应性的预适应性保护 ，为正相关 

因素。至休克失代偿期，HIF一1 过度激活、表达并 

蓄积，激活其 相关下游分子如 iNOS、HO一1等 ，引起 

NO和 CO过量释放，进而导致组织脏器损伤和器官 

功能障碍 ，两者关 系转化为负相关。这一结论亦与 

前期相关文献报道 ’ 吻合。 
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